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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen en t no m men 

(54) Rational designte Peptide, ihre Herstellung und ihre Verwendung 

@ Die Erfindung betrifft rational designte Peptide, ihre 
Herstellung und ihre Verwendung zu biotechnischen, me- 
dizintechnischen, diagnostischen und therapeutischen 
Zwecken. 

Das Verfahren zur Generierung von Peptiden, die zur Bin- 
dung von Autoantikorpern geeignet sind, ist gekennzeich- 
net durch 

- Identifizierung eines Saatpeptids mit der geeigneten Ak- 
tivitat, 

- Erzeugung einer kleinen Auswahl von Peptidvarianten 
aus dem physikochemischen Raum urn das Saatpeptid 
herum rnit Hilfe eines computergestutzten Rechenverfah- 
rens, 

- Synthese und Testung der Aktivitat dieser Peptidvarian- 
ten, 

- Modellierung einer quantitativen Sequenz/Aktivitats-Be- 
ziehung mittels eines artifiziellen neuronalen Netzwerks 
und 

I - Generierung von Peptiden durch simulierte Evolution im 
Sequenzraum mittels des trainierten neuronalen Netz- 
werks. 

Insbesondere handelt es sich um das Peptid DRFGDKDI- 
AF. 
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Beschreibung 

Die Frhndung hetrift't rational designie Peptide, ihre Herstellung und ihre Verwendung. Anwendungsgebiele dor Hr- 
lindung sind die Modi /.in und die pharmazeutische Industrie. 

5 Die Reindarstellung von Biocheniikalien, insbesondere von Immunglobulinen. nimnit cine zentrale Rollc bei der Be- 
reilstellung von irutnunologischerii Handwerkszeug irn Labor ein. Hierzu gehoren insbesondere die Autreinigung von 
ruonoklonalen Antikorpern, die ent.weder im Tier oder in der Zellkultur er/eugi wurden. Die Verwendung solcher inimu- 
nologischer Biocheniikalien hal in den Ictzten Jahrzehnten extreni zugenommen, und mil einer weiieren Verbreiiung die- 
scr immunologischen Wcrkzeuge in Medizin und Forschung ist zu rechnen. 

10 Ahnliches gilt fur die Bindung und Elimination von Antikorpern, insbesondere Autoantikorpern, als therapeutisehes 
Prinzip bei einer Rcihe von Krankheilen. Fine Elimination von Immunglobulinen aus dem Blutplasma und der darin cnl- 
haltenen Autoantikorper aus therapeutischen Zwecken hat sich bei solchen Krankheitsbildern wie Lupus erytheinalodes 
(SLF)« idiopathische Thronibozytopenic, Vaskulitiden und dilalativc Cardiomyopathies (DCM) bewahrt. 

In jiingster Zeit wurden weitere Krankheiten identifiziert, bei denen Autoantikdrpern gegen definierie Rezeptoren einc 

15 pathogenctische Bcdeutung zukomntt. Bei verschiedenen Krankheiien wurden rezeptoraktive Autoanlikoper gefunden 
(Tab.l). Als biologisches Signal zum Nachweis der Autoantikorper wurde die Anderung der spontanen Schlagl'requenz 
von neonat alcn Ratten herzi l 1 u ske 1 ze lien ve r we n de t . 

Der Tabelle t sind Krankheiten zu eninehmen, bei denen cine Bcleiligung von Autoantikorpern gegen Rezeptoren dis- 
kuiieri wird. 



KRANKHEIT 



Tabelle I 



REZEPTOR 



*%AK+ 



1. Dilatative Cardiomyopathie (DCM) 

2. Myocarditis (MC) 

3. Chagas-Disease 

4. Herzarrhythmien 



S1-adrenerg 
131-adrenerg 
&1-adrenerg 
£1-adrenerg 



>80 
>80 
100 
>70 



5. Chagas-Disease 

6. Dilatative Cardiomyopathie 



muskarinerg-2 (M2) ? 
muskarinerg-2 (M2) ? 



40 7. allergisches Asthma 
8. allergische Rhinitis 



ft2-adrenerg 
£2-adrenerg 



>70 
? 



4S 9. Hypertonie 

10. Psoriasis vulgaris 



a1-adrenerg 
a1-adrenerg 



30-40 
ca. 80 



11. Praekiampsie 

12. maligne Hypertonie 



Angiotensinll-AT1 
Angiotensinll-AT1 



>80 



60 



*%AK+: Anteil von Antikorper-positiven Patienten mit der jeweiligen klinischen 
Diagnose. 



Referenzen 



zu 1.: Wallukat el aL Bionied. Biocheni. Acta 1987. 8193, 634-9; 
zu 2.: Wallukat et al.. Bionied. Biocheni. Ada 1987, 8193. 634-9; 
r»5 zu 3.: Ferrari el al.. J. Fxp. Med. 1995. 182: 55- 65; 
zu 4.: Wallukat el al.. noch unveroftentiicht 
zu 5.: Ferrari et al.. J. Fxp. Med. 1995, 182: 55-65: 
zu ().: Fu et al.. J. Clin. Invest. 1993.91: 1964-8: 
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Euklidisches DistanzmaG* vom Saatpeptid 



Abb. 4 
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Patent anspruche 

1. Verlahron zur Gonerierung von Peptiden, die zur Bindung von Auioantikorpern geeignei sind. gckenn/x'iclinct 
durch lb I gen do Sehritte 

- Identifizierung eines Saatpeplids mil der geeignelen Akli viilit, 5 

- Erzeugung einer kleinen Auswahl von Peplidvarianien aus deni physikochemischen Rautn um das Saatpep- 
tid hcruiu mit Hi lie eines computergesiutzten Rechenverfahrens. 

Synthese undTestung der Akliviiai dieser Peplidvarianien, 

- Mode I lie rung einer quanlitaii ven Sequenz/Aktiviiats-Beziehung mitlels eines artifiziellen neuronalen Netz- 
vverks und it) 

- Gonerierung von Peptide n durch simulierte Evolution im Sequenzraum mine Is des trainierten neuronal en 
Net /works. 

2. Vertahren naoh Anspruch 1, dadurch gekennzeichnel, daB die Identitizierung des Saal peptides duroh Bestim- 
niung von Teilsequenzen der nativen Gesamisequenx ertblgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnel, daB die lirzeugung dor kleinen Auswahl von Peptidvarian- 15 
ten nach Beschreibung von physikochemisehen Parainetern jeder Aniinosauro einzoln und in ihrer Wechselwirkung 

zu den henachbarten Aminosauren tnittels eines Algorithnius ertblgt. 

4. Vorlahren nach Anspruch 1 zur Gonerierung von Peptiden zur Bindung von krankhoitsspezilischen Autoantikor- 
pern. 

5. Verlahron nach Anspruch 1 zur Gonerierung von Peptiden mil Aniikorperneuiralisiorender Wirkung in Rezeptor- 20 
spezilisehen zellbiologischen Tests. 

6. Verlahron zur Gonerierung von Peptiden, die zur Bindung von pl-adrenerg wirkenden Autoantikorpern gooignet 
sind. dadurch gokonnzeichnot, daB 

- die naiurliche Aminosauresequenz ARRCYNDPKC vom Loop 2 des p-adrenergen Rezeptors odor Teilse- 
quenzen von ihr als Saat.pept.id eingesotzt wird. 25 

die Kigenschaften 'Volumen' und 'TTydrophobizitat' jodes Aminosiiureresies zur Definition des oheinischen 
Raums um das Saaipoptid herum verwendet werden, 

oino Auswahl von 50-120 Peplidvarianien aus diosem Raum analog zu einer GauBverteilung erlblgt. 

diese Sequonzon synthetisiert und beziiglieh ihrer P-adrenergen Akliviiai geiesiet werden. die Modellierung 
einer quaniiiativen Sequenz/Aklivitatsheziehung mitlels oinos an sich bekannton nouronalon Neizwerks or- .>o 
tblgt. 

inillels einer Suchslrategie mil dem Kriierium Antikorper-Bindungslahigkeit weitere Sequonzon bereehnet. 
ihre p-adrenerge Aktivitat bestimmt und die aktivsle Sequenz DR1' ; GDKDIA1" ; erniittelt. wird. 

7. Verwendung dor nach Anspruch 1 6 gonorierten Peptide zu bioteehnischen. medizintechnischen. diagnoslischen 
und therapeutischen Z woe ken. .'5 

8. Verwendung der gemaB Anspruch 1 bis 6 generierlen Peptide zu bioteehnischen. medizintechnischen und thera- 
peutischen /wee ken zur Bindung und Hliminalion von Autoantikorpern bei Krankheiten, die mit rezeptor-. gewebs- 
oder organspezilischen Autoantikorpern assoziiert sind. 

9. Verwendung der gemaB Anspruch 1 bis 6 gonorierten Peptide zu bioteehnischen. medizintechnischen und thera- 
peutischen /.wee ken, zur Bindung und Elimination von Autoantikorpern bei dilataliver Cardiomyopathies. Myocar- 40 
ditis, Chagas Disease und Her/.arrhythmien. 

10. Verwendung der gemaB Anspruch 1 bis 5 gonorierten Peptide zu bioteehnischen, medizintechnischen und the- 
rapeutischen /wecken. zur Bindung und Hliminalion von Autoaniikorpern bei allergisehent Asthma, allergiseher 
Rhinitis. ITypertonio. Psoriasis vulgaris Praeklampsie und anderen Autoinimunerkrankungen, an denen Auloanti- 
korper gegen relevante biologisehe Targets, vvio z. B. Rezepioron, botoiligt sind. 45 

1 1 . Verwendung von designten Pepiiden gemaB Anspruch 7 bis 10 nach Malrixkopplung. 

12. Verwendung von designten Peptiden gemaB Anspruch 7 bis 11 nach Dorivatisierung und Ligandierung. 

1 3. Verwendung von designten Peptiden gemaB Anspruch 7 bis 1 2 nach homologer odor helerologer Zyklisierung, 

14. Verwendung von designten Peptiden gemiiB Anspruch 7 bis 13 unter Nutzung von D- odor L- sowie D- und L- 
Aminosauren. 50 
L5. Verwendung von designten Peptiden gemaB Anspruch 7 bis 14 in Verbindung bzw. Gemischen mil Peptiden aus 
naliirlich vorkommenden Aniinosauresequenzen. 

16. Peptid DRFGDKDIAF. 

17. Verwendung des Pepiids nach Anspruch \5 und 16 zur Bindung und lili ruination von pl-adrenerg wirkenden 
Autoaniikorpern. 55 

15. Verwendung des Peptids nach Anspruch 16 in Kombination mil weiieron naiiirlichen oder designten Peptiden 
nach Anspruch l.v 



ITierzu 2 Seiie(n) '/eichnunnen 
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SHQUliNZPROTOKOLL 
(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Imtox GmbH 

(B) STRASSE: Gust av-Meyer-Al lee 25 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-13355 

(ii) ANMELDETITEL: Rational designte Peptide, ihre Herstellung 
und ihre Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER- LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 C (EPA) 

(V) GEGENWARTIGE ANMELDEDATEN: 

ANMELDENUMMER : DE 198 26 442.9 
(vi) FRUHERE ANMELDEDATEN: 

(A) ANMELDENUMMER: DE 198 24 641.2 

(B) ANMELDEDATUM: 02-JUN-1998 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOL0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Ala Arg Arg Cys Tyr Asn Asp Pro Lys Cys 
1 5 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asp Arg Phe Gly Asp Lys Asp He Ala Phe 
15 10 
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rativcn ProzelS werden vom Reehnerprogramm neue Variantcn eines Flternpeplids erzeugt. ansehlieBend mil ITilfe dcs 
neuron ales Netzes (sic he Sehritt 3) alio Variant en hinsichllich ihrer Fahigkeil, Anlikorper zu hinden, bewertel, und die 
beste(n) Peptidvariante(n) werden als Elternpeplide fur den niichsten Zyklus ausgewahll. Im DCM-Prqjekl erhiellen wir 
die Sequenz DRFGDKDIAF als Ausgabe des Reehnerprogramms. Fur dieses Pepiid bereehneie das neuronale Netz die 
hoehste Aktivitlit. Die Sequenz vveist in nur zwei Posilionen (Arginin-2, Asparaginsiiure-7) eine Identitat mil dem ur- 5 
sprunglichen Saatpeplid (siehe Sehritt F) auf. 73% aller poientiell stark an Anlikorper bindende Peptide haben den Asp- 7 
Rest gemaB der Vorhersage des neuronalen Netzes. 17% haben ein Asparagin in Position 7. Das System kann aueh da/u 
verwendet werden. Peptide zu erzeugen, die eine bestimmle Figensehaft niehl aufweisen. also keine Anlikorper hinden. 
Die Sequenz FVRRTYYPHR wurde ais eine solehe voin Reehnersystem vorgesehlagen. 

10 

Sehritt 5 

Uberpriifung der Akiivitai der entworfenen (designlen) Peptide in geeigneien Teslsysiemen, insbesondere Bioassays *" 

Die in Sehritt 4 vom Reehner entworfenen Peptide werden bezuglich ihrer tatsaehlichen bioehemisehen/biologisehen is 
Wirkung experiiuentell untersueht. Im Beispiel des DCM-Projektes best and dieser 'lest in der Messung der Sehlagrate 
von embryonalen Ratlen-Myozyten mil und ohne Peptidzugabe in das Medium. Im Medium befanden sieh die normale 
Sehlagrate erhohende humane Anlikorper gegen den pl-adrenergen Rezeptor. Das genaue Testverfahren fur das DCM- 
Prqjekl. ist in tier Fiteralur besehrieben (7). Das Frgebnis entsprach den Frwartungen und den Vorhersagen des Reehner- 
programms: Das Pepiid DRFGDKDIAF war akliv, d. h. die dureh die pathogenen Anlikorper erhohte Sehlagrate der 20 
TTerzmuskelzellen wurde auf die normale Frequenz gedrliekt, und das als niehl aktiv entworfene Pepiid FVRRTYYPHR 
zeigte keine metibare Wirkung ( Abb. 2). Das Peptid DRFGDKDIAF wies deuiliehere HtVekie auf als das naliirliche An- 
tigen des (il-adrenergen Rezeptors bei alien verwendelen Pepiidkonzentrationen ( lO.ug/ml. 1 ug/ml, 0,1 ug/nil). Bei der 
Konzenlration von 0.1 ug/ml liatte das natiirliehe Antigen nur noeh sehr schwaehe Wirkung (nur 10% der normalen Ak- 
livitat der Myokardzellen wurde beobaehtet), wahrend das eriindungsgemalS designte Peptid in der Fage war. 50%; der 25 
Nonnalaktiviiai der Myokardzellen wiederherzuslellen. 

Literal ur 

F TTarpaz, Y, Gerstein. M., Chothia, C. (1994) Slrulure 2. 641 -649 .50 

2. Fnizelmann, D. A., Sleilz. T. A.. Goldman. A. (1986) Annu. Rev. Biosphvs. Ghent, 15. 321 353. 

3. Figen, M., MeGaskillv und Sehuster. P. (1988) J. Phvs. Ghent.. Vol. 92, 6881. 

4. Sehneider. G., Wrede P. (1993) J. Mol. Fvol. 36, 586 595. 

5. Sehneider. G., Wrede P (1998) Prog. Biophys. Mol. BioF, im Druek. 

6. Sehneider. G.. Wrede P. (1994) Biophvs. J. 66. 335 344, Sehneider. G.. Sehuehhardt, J.. Wrede P. (1995) Bio- vS 
phvs. J. 68.434 447. 

7. Wallukai. G.. Wollenberger. A., Morwinski, R.. Pitsehner. TT.-F (1995) F Mol. Cell. Cardiol' 27. 397 406. 
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an die Peptide siut'enweise oplimicrcn. 

Die Daien aus diesen Fxperimenten vvurden wiederum nach vorgegebenen Oplimierungskriierien verarbeilei. Im 1 ir- 
gebnis wurde eine Aminosauresequenz berechnei. die. iin Fxperimenl geprull. dem naliirlichen Peptid iiherlegene Neu- 
tralisationseigenschafien gegenuberdcr biologischen, zellphysiologischen Wirkung von p|-adrenergen Autoantikorpern 
5 aufweist. 

FrhndungsgeinaB wurde das Pepiid DR.FCiDKDr.AF ideniirizieri, welches keinerlei Sequenzahnlichkeit nielir mil deni 
natiirlichen Fpitop (Loop2) hat und in dcm eingesetzten zellbiologischen Test die Wirkung der Autoantikorper auf die 
Pulsationsfrequenzder ITerzmuskelzellen ellizieni neuiralisien. Mil der Hili'e dieses Pepiids gelingt die Bindung und Fli- 
minalion der Foop2-spezifischen, (51-adrenerg wirkenden Auioantikorper. 
10 Die Frfindung soli naehtblgend durch ein AusfLihrungsbeispiel naher erlauteri wercien. 

Beispiel 



15 



Schriti 1 

Frzeugung von ibkussierenden synthetisehen Peptidbibliotheken 



Ausgehend von eineni Saatpeptid (im Fall des DCM-Projekies die Sequenx ARRCYNDPKC) wird eine beslinimie 
Anzahl von Sequenz.varianlen (DCM-Projekt: 90 Varianien) niiuels eines tesigelegten Algorithmic er/eugt: Jeder Ami- 

20 nosiiurerest wird mil geeigneten phvsikoeheniisehen Parainetern beschrieben, Im Fall des DCM Saalpeptids waren dies 
die Figenschaflen 'Volunien (I) und TIydrophobiy.il iii' (Fibophobie) (2). Dies iuhrt zu einer niehrdiniensionalen numeri- 
sehen Beschreibung von Peptiden, also zur Definition eines hestinnnlen cheniisehen Raunies. Die zu erzeugenden Va- 
rianien des Saalpeptids werden nun bevorzugi aus der engeren Umgebung des Saal pepiids ini cheniisehen Raum eninom- 
nien. aber umfassen auch einige weii vom Saal pepiid entlernte Peptide. Die Sequenzen wurden so ausgewahlt. dalS deren 

15 Abstiinde zum Saalpeplid im cheniisehen Raum einer Gautfvcrteilung (oder einer anderen lokalisierien Veneilung) ange- 
nahert wird. Der raiionale Ansaiz dabei isi. dati Peptide mil einer ahnlichen oder sogar hbheren Aktiviiat (Wirkung. Fi- 
gensehaft) in der untnmitlelaren Nahe uni das Saalpeplid im cheniisehen Raum erwarlen werden konnen (3). Zudem ist 
eine G au 1:1 verlei lung von Peptiden sehr wiehtig t'iirden niichsten rechnergesiiiizien Schrilt des Designs, der Hniwicklung 
v on S eq ue n / - Wi r k u n g s be/.i e h u n g e n . 



Sehriii 2 



Synihese und Tesl der neuen Peptidvarianten 

.45 Die in Schriti \ erzeugten neuen Peptide werden mil eineni geeigneten Tesiverfahren aufihre Aktiviial (Wirkung, ge- 
wiinsehie FigenschalY) unlersuchi. Im Fall des DCM-Prqjekts war dies ein FFISA System, welches die Bindung von 
Peptiden an humane Antikorper gegen den (5l-adrenergen Rezepior messen konnte. Abb. 1 zeigi das Frgebnis: Mil siei- 
gendeni Abstand (Fuklidisches DistanzmaB ) vom Saalpeplid sinkt die niittlere Aktiviiat der Peptidvarianlen. /wei Be- 
sonderheiien sind zu linden, einmal liegt die milllere Akiivilai der deni Saalpeplid eng benachbarten Peptide uherderje- 

40 nigen des Saalpeptids. /.uni anderen gibl es weit entternt vom Saalpeplid wiederum signifikanle Akiivitaien. Diese Be- 
obachtung bestaligt den wissensbasierten Ansatz and das Verfahren L ur die systeinatische Frzeugung von Peplidbiblio- 
iheken: Me lire re nichl-natlirliche Peptide mil einer im Vergleich zum Saalpeplid erhohien Fahigkeil. Aniikbrper zu bin- 
den, wurden gefunden. 

45 Sc brill } 



Fniwicklung von Sequenz-Wirkungsbeziehungen 

Urn eine weitere systenialische Suche im Raum aller moglichen Sequenzen nach Pepiiden mil einer gewiinschien An- 
50 likorperbindungseigenschaft zu ermogliehen. werden Sequenz-Wirkungsbeziehungen modelliert. TTierfur werden insbe- 
sondere kiinstliche neuronale Netze eingesetzt. Die in Schriti 1 erzeugicn und in Schriti 2 getesieten Peptide zusammen 
mil deni Saalpeplid werden dazu mil geeigneten physikochemischen Paramelern numerisch beschrieben (siehe Schrilt 
F). Mil Tlilte des neuronalen Nelzes wird ein niaihematischer /Aisanimenhang zwisehen der Figenschaftsbeschreibung 
der Peptide und deren geniessenen Aktiviiat hergestellt. Dies ist ein Optimierungsprozelx der eingehend in der Fileratur 
55 beschrieben ist (4. 5). Die Berucksichiigung sowohl von Pepiiden mil holier Akiiviliii als auch inaktiver Peptide in diesen 
Prozettisi not wen dig fur eine si nn voile Model lie rung. Die definierte Auswahl von Pepiiden in Schriti 1 ertullt diese Vor- 
aussetzung. Iin DCM-Projekt lag der Fehler der modellierlen Sequen/.-Wirkungsbeziehung fur die Trainingdalen bei nur 
in der Kreuzval i die rung bei 17%. Diese Werie entsprechen den Metilehlern in Schrilt 2. Aus diese m Frgebnis kann 
getolgert werden. daL> das neuronale Neiz einen sinnvollen malhematischen '/usamuienahng zwischen einer Aminosau- 
60 resequenz unci deren Figenschafi. Antikorper zu binden. hergeslellt hai. 

Schrilt 4 



Rechnergesiiitzte Suche nach neuen Pepiiden mil gewiinschien Figenschaflen 
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Das in Schrilt 3 opiimierle neuronale Neiz wird als Cuiiel'unktion zur rechnergesiiiizien systemaiischcn Suche im Se- 
quenzraum (Menge aller moglichen Peptide einer vorgegebenen Fange) vervvendei. Fin evolutionarer Algorithinus wird 
als Suchstrategie verwendei (diese Methode isi in der Fiteraiur beschrieben (6)). Das Prinzip ist tblgendes: In eineni ite- 
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Obwohl man eine Reihe von Targets der im Blut soldier Patienten vorhandenen Autoantikorpern kennt, wird derzeil 
noeh das gesamte Immunglobulin der Patienten aus detn Blutplasnia und dem Korper enifernt, mit ihnen also audi die 
Autoantikorper. 

Nach jungst veroffentlichlen Studien ist diese Flimination von Immunglobulinen unddamit audi von Autoantikorpern to 
effektiv und leistet einen erheblichen Beitrag zur Regeneration der autoimniunologisch betroffenen unci geschadigten 
Organe und dewebe, zur drastischen Reduktion von klinischen Symptomen, mitunler sogar zur Heilung der Patienten. 
Besonders gut dokumentiert isi der therapeutische Nutzen der Elimination von pl-adrenerg wirkenden Autoantikorpern 
bei der Dilataliven Cardiomyopathie (DCM). 

Das als Immunapherese bezeiclinete Verfahren entternl das gesamte Immunglobulin aus dem Korper bzw. dem Blut- \5 
kreislauf. Hingegen konnten fur die Fntstehung der Krankheit oft nur kleine Teilmengen vom rmmunglobulin des Kor- 
pers. sog. Targetspezifisehen Autoantikorpern, eine Ursache der Krankheit zuzuschreiben sein. Dies ist ant besten bei der 
dilatativen Cardiomyopathie (DCEVT) untersucht. 

Forschungsergebnisse der lelzlen Jahre zeigten. daB insbesondere zwei Fpilope auf extrazellularen Loops despl-adre- 
nergen Rezeptors von nerzmuskelzellen an der Hntstehung der Krankheit beteiligt sind. Wenn der Organismus gegen 20 
diese Autoantikorper produziert, tragen diese offensichllich kausal zur Fnlslehung der Krankheit bei. Somit ist ein the- 
rapeutischer Frfolg durch cine Immunadsorption audi zu erwarten, wenn spezilisch die daran beteiligten Autoantikorper 
mit pi -adrenerger Wirkung entfernt wtirden. 

Der Nachweis der palhologischen Autoantikorper erfolgt dabei in einem mikroskopischen biologischen Test an kulli- 
vierten, neonatalen. spontan kontrahierenden Rattenherzmuskelzellen. Deren Schlagfrequenz erhohl sicli bei Anwesen- 25 
heit von bestimmten pl-Rezeplor-spezilischen Autoantikorpern. 

Mil den gegenwartig vorhandenen medizintechnisdien Verfahren ist es jedoch noch nicht nioglich, spezilisch die an 
der Pathogenese der Krankheiten beteiligten Autoantikorper zu entfernen. Dies ist der I'alL obwohl man in einigen dieser 
Fiille die Targets der Autoantikorper kcnnl bzw. beschrieben hat. lis handelt sich in diesen spez.iellen Fallen urn Autoan- 
tikorper, die sich gegen Rezeptoren auf der Oberlliiche von Xellen bestimmier Organe richten. M) 

Die Frlindung hat das Xiel. neue zur Bindung und lint fern ung von pathogenen Autoantikorpern geeignete Peptide he- 
reilzustellen. Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, ein effektives Verfahren zur Cienerierung solcher Peptide zu entwiekeln. 

Die Frlindung wird genialrl den Anspruchen realisiert. die Unteranspruche sind Vorzugsvarianten. Das erhndungsge- 
matte Verfahren zur Cienerierung von Peptiden. die zur Bindung von Autoantikorpern gceignet sind, ist durch die folgen- 
den Schritte gekennzeichnet: .>> 

Identilizierung eincs Saaipeptids mil der geeigneten Aktivitat, 

Frzeugung einer kleinen Auswahl von Peptidvarianten aus dem physikochemischen Raum urn das Saatpeptid 

herum mil ITilfe eines computergesiutzlen Reehenverfahrens, 

Synthese und Teslung der Aktivitat dieser Peptidvarianten, 40 
Model lierung einer quantitative^ Sequenz/Aklivitats-Beziehung minds eines artifiziellen neuronalen Netzvverks 

und 

Generierung von Peptiden durch simulierte Fvolulion im Sequenzraum minds des trainierten neuronalen Netz- 
vverks. 

4.S 

Der physikochemische Raum, der sich in seiner Grotie aus der Zahl der Aminosauren des Peptids ergibt, reprasentiert 
nicht nur die Sequenzen "urn das Saatpeptid herum", sondern den gesaniten Sequenzraum. 

Die Frfindung wird im t'olgenden am Beispiel der Dilatativen Cardiomyopathie (DCN4) niiher erlaulert: 

Die Aminosauresequenzen der durch Autoantikorper erkannten F' pi tope auf den entsprechenden Rezeptoren sind bei 
der DCM im Detail bekannt. lis werden die naiiirliehen Sequenzen der betretVenden Rezeptorareale verwendet. urn diese .so 
nach Festphasenkopplung zur 1 Elimination der Autoantikorper aus dem Blutplasnia zu verwenden. 

lis vvurde die naturlichc Aminosauresequenz (10 Aminosauren; pos. 107 1 16: ARRC YNDPKO oder Teilsequenzen 
davon vom T.oop2 des pi -udrenergen Rezeptors als Ursprungs- oder Saatpeptid ausgewlihlt. Dieses Lipitop enlhall die 
autoimniunologisch relevante Struktur, Von ihr ist bekannt, dati sic Autoantikorper bindet, und wenn man in einem ent- 
sprechenden biologischen Testsystem dieses Peplid hinzufugl. kann man die Wirkung der im Tesisysieni vorhandenen .vs 
Autoantikorper autlieben. Dieses Peplid ist audi Festphasen-gekoppelt wirksam. d. h. es erkennl und bindet aus Immun- 
globulinfraktionen von Patienten die entsprechenden pl-adrenerg wirkenden Autoantikorper. 

Aufgrund der physikochemischen Figenschaften der Autoantikorper erfullt das natiirliehe Peplid diese Aufgabe nicht 
in vollem Umfang und hat im biologischen Test ein geringe Neuiralisationskapazitai der Autoantikorper. 

Das Peptid aus der Foop2-Region des pi -adrenergen humanen Rezeptors war Ausgangspunkt fur die Suchstraiegie 60 
zur Auflindung eines Peptides mit hoherer Antikorperbindungseflizienz. Uberraschenderweise wurde eine Aminosaure- 
sequenz identiliziert, die in der Natur nicht vorkommt bzw. in den entsprechenden Datenbanken noch nie beschrieben 
wurde. 

Ausgehend vom Saatpeptid wurde n mit ITilfe eines speziellen coiuputergesiutzten Rechenverfahrens Varianten von 
Peptiden entwickelt, die bestimmten physikochemischen CieseizmalSigkeiten gehorchen und entsprechend unterschiedli- 6.s 
die Bindungseigenschaften gegenuber Autoantikorpern und lumiunglobulinen haben. 

Das AusmaB der Bindung von Antikorpern an diese vom Computer vorgeschlagenen Peptide bzw. Aminosaurese- 
quenzen wiederum bilden die (Irundlage fur die Berechnung von weiteren Peptiden, die die Bindung der Autoantikorper 
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